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　　摘　要：　目的　分离、培养和鉴定鼻咽癌肿瘤相关成纤维细胞（ＣＡＦｓ）及正常成纤维细胞（ＮＦｓ），并鉴定探讨
两种成纤维细胞的生物学差异。方法　临床收集新鲜鼻咽癌组织和鼻咽炎组织经胶原酶和胰酶消化后，利用Ｍａ
ｔｒｉｇｅｌ胶混合３Ｄ成球培养获得成纤维细胞。通过显微镜观察细胞形态，利用细胞免疫荧光染色、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ和
ＣＣＫ８检测ＣＡＦｓ标准物。结果　分离得到的 ＮＦｓ及 ＣＡＦｓ形态和生物学形状存在差异，两者都高表达波形蛋白
（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ），ＣＡＦｓ高表达血管平滑肌肌动蛋白（ａＳＭＡ），且增殖能力增强。结论　利用Ｍａｔｒｉｇｅｌ混合３Ｄ成球培养
的方法能成功分离、培养成纤维细胞；与ＮＦｓ相比，ＣＡＦｓ高表达ａＳＭＡ，且增殖能力增强。
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　　肿瘤微环境 （ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｍｅｎｔ，ＴＭＥ）在
恶性肿瘤发生发展中具有重要的调控作用，肿瘤相

关成纤维细胞 （ｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＡＦｓ）
作为 ＴＭＥ中数量最丰富的一类细胞，是 ＴＭＥ的重

·７７５·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２７卷　

要组成成分，并通过与肿瘤细胞相互作用，促进肿瘤

发生发展和转移，成为近年靶向ＴＭＥ治疗的研究热
点［１３］。在 ＴＭＥ中 ＣＡＦｓ通过分泌多种细胞因子
（ｃｙｔｏｋｉｎｅ）、趋化因子（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ）和炎性因子（ｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ）等激活肿瘤细胞内多条信号
通路，从而促进肿瘤细胞的生长、侵袭、转移和血管

生成［４５］。然而，大量研究显示在 ＴＭＥ中不同肿瘤
类型或不同肿瘤来源的 ＣＡＦｓ细胞存在高度的异质
性，导致 ＣＡＦｓ的类型和生物学作用存在很大差
异［６］。因此分离、培养和鉴定不同类型 ＴＭＥ中的
ＣＡＦｓ成为目前 ＴＭＥ研究的前沿问题［７］。目前，针

对ＴＭＥ中 ＣＡＦｓ的研究较少［８］。本研究通过鼻咽

癌和鼻咽炎新鲜组织３Ｄ培养的新方法，分离、培养
和鉴定ＣＡＦｓ，为研究 ＣＡＦｓ在鼻咽癌发生发展和转
移中生物学作用等基础研究提供了前期基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂耗材　Ｉ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司 ＃
ＳＣＲ１０３），胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ公司 ＃Ｔ１４２６），ＰＢＳ（Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司 ＃ＳＨ３０２５６），胎牛血清（Ｓｉｇｍａ公司 ＃
Ｆ８６８７），ＤＭＥＭ （Ｇｉｂｃｏ公司＃Ｃ１１９９５０６５），ＲＰＭＩ
１６４０（Ｇｉｂｃｏ公司 ＃Ｃ１１８７５５００ＢＴ），ＣＡＦｓ标志物检
测试剂盒 （ＣＳＴ公司 ＃３１５４９），ＥＣＬ化学发光试剂
盒（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司 ＃ＰＫ１０００２），Ｍａｔｒｉｇｅｌ
（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司 ＃３５６２３４），青链霉素 （Ｈｙｃｌｏｎｅ公司 ＃
ＳＶ３００１０），ＢＣＡ蛋白定量试剂盒 （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司 ＃２３２２５），ＲＩＰＡ细胞裂解液 （碧云天公司 ＃
Ｐ００１３Ｂ），ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ公司 ＃Ｄ８７７９），蛋白酶抑制
剂（Ｒｏｃｈｅ公司＃４６９３１１６００１），磷酸酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ
公司 ＃４９０６８３７００１）。
１．１．２　组织样本　收集深圳市人民医院２０２０年
１—６月临床病理鉴定的新鲜鼻咽癌组织和鼻咽炎
组织各３例。新鲜组织经鼻内镜取下后立即置于含
有５０％ ＲＰＭＩ１６４０，４０％ ＦＢＳ，１０％ ＤＭＳＯ组织保
存液中，３０ｍｉｎ内送到实验室。所有纳入研究的临
床患者均告知并同意签署知情同意书。

１．２　方法
１．２．１　成纤维细胞的分离和培养　新鲜组织用含
有１００μｇ／ｍＬ青链霉素的ＰＢＳ洗２次，然后用眼科
剪子剪碎。加５ｍＬＩ型胶原酶混匀，３７℃条件下孵
育１ｈ，３００ｒｐｍ，离心 ５ｍｉｎ，弃上清。加入 ２ｍＬ，
０．２５％的胰酶，３７℃条件下孵育 １０ｍｉｎ，加等体积

２０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基终止，３００ｒｐｍ，离心
５ｍｉｎ，弃上清。再加入２ｍＬ２０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培
养基重悬，过 １００目分子筛，收集过滤液体
１２００ｒｐｍ，离心５ｍｉｎ，弃上清。

消化后的单细胞悬液用２０μＬＤＭＥＭ培养基重
悬后，加入３００μＬ的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ混匀，取３０μＬ混合
液在６孔板中种３Ｄ球培养，加完后立即倒扣置于
３７℃培养箱培养 １０ｍｉｎ。在加入 ２．５ｍＬ含 １０％
ＦＢＳＤＭＥＭ完全培养基培养，间隔２ｄ换１次液。
１．２．２　成纤维细胞传代　正常培养１周后，在３Ｄ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ球周围长出呈长梭状的细胞的成纤维细胞
（ｎｏｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＮＦｓ），取出培养皿，用枪轻轻将
Ｍａｔｒｉｇｅｌ的球吹落弃掉，培养皿里贴壁生长的细胞为
我们需要的成纤维细胞。用胰酶消化重新铺板，培

养，稳定传代５代后，收集细胞用于后续鉴定。
１．２．３　免疫荧光实验检测 ＣＡＦｓ的标准物的表达
　将稳定传代５代的 ＣＡＦｓ，将细胞正常消化后，铺
于细胞爬片上，４８ｈ后收集细胞，用４％ ＰＦＡ室温固
定半小时，ＰＢＳ洗 ２次，０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的 ＰＢＳ
透化１０ｍｉｎ，含１０％山羊血清的 ＰＢＳ封闭１ｈ，２％
山羊血清的 ＰＢＳ配制的一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗
两次，相应荧光二抗室温避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗２次，
ＤＩＰＡ室温避光孵育 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ２次，封片、成
像、拍照。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测 ＣＡＦｓ标准物的表达
　将稳定传代５代的ＣＡＦｓ总蛋白用ＲＩＰＡ（加入１Ｘ
蛋白酶抑制剂和１Ｘ磷酸酶抑制剂）裂解液裂解提
取。总蛋白浓度用 ＢＣＡ蛋白定量法提取。总蛋白
１０μｇ用１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ跑胶分离后，转膜、封
闭、一抗［波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ），血管平滑肌肌动蛋
白（ａｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，ａＳＭＡ）和甘油醛磷酸脱氢
酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰ
ＤＨ）的稀释浓度按１∶１０００）孵育过夜、二抗（山羊
抗兔，山羊抗鼠的稀释浓度按１∶２０００）、ＥＣＬ显影。
１．２．５　细胞增殖ＣＣＫ８实验　收集成功传代５代的
成纤维细胞，调整细胞悬液浓度为１×１０６个／ｍＬ，按
每孔２０００个接种于９６孔板中，每组做３个副孔，
分别在２４、４８、７２ｈ，弃培养基，加入含１０μＬＣＣＫ８
试剂的无血清 ＤＭＥＭ培养基１００μＬ，培养箱孵育
３ｈ后，上酶标仪检测ＯＤ４５０ｎｍ的吸收值。
１．３　统计学处理

应用Ｐｒｉｓｍ７．０软件进行统计学分析，计量资料
用 珋ｘ±ｓ，组间比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异具有
统计学意义。

·８７５·
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２　结果

２．１　鼻咽癌ＣＡＦｓ胞形态学观察
本研究通过３Ｄ培养的方法培养１周后，发现

在３Ｄ球周围长出呈长梭形、条束状，胞质丰富，胞
核位于胞体中央。用枪轻轻吸取培养基吹掉３Ｄ球
后，再用 ＰＢＳ清洗后，加培养基继续培养置长满
６孔板，用胰酶正常消化传代。

正常传代５次后，结果如图１所示 ＮＦｓ生长速
度较慢，扁平状，边缘规则，细胞排列按一定方向无

重叠生长。而与 ＮＦｓ相比，ＣＡＦｓ生长速度较快，长
梭形，胞浆丰富，边缘不规则形成毛刺状突起，细胞

间排列不规则。
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图１　原代分离成纤维细胞形态　（ＳＰ×４０）　ａ：ＮＦｓ；
ｂ：ＣＡＦｓ

２．２　鼻咽癌ＣＡＦｓ标准物免疫荧光鉴定
为了鉴定分离的成纤维细胞纯度，将细胞爬片

进行免疫荧光染色，图２所示ＮＦｓ和ＣＡＦｓ细胞Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ染色都呈强阳性，证实这两种细胞高表达间
质标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ。而与 ＮＦｓ相比，ａＳＭＡ作为
ＣＡＦｓ的特异性标志物在 ＣＡＦｓ中表达呈强阳性，这
一结果证实鼻咽癌肿瘤中ＣＡＦｓ高表达ａＳＭＡ。
２．３　鼻咽癌ＣＡＦｓ高表达ａＳＭＡ

随后，我们将稳定传代５代后的细胞通过Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ实验检测 ＣＡＦｓ标准物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ａＳＭＡ在
ＣＡＦｓ中的表达情况。实验结果如图３所示，与 ＮＦｓ
相比，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达水平基本一致，但 ａＳＭＡ在
ＣＡＦｓ中的表达显著升高，进一步证实鼻咽癌 ＣＡＦｓ
高表达ａＳＭＡ。
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图２　原代分离成纤维细胞免疫荧光染色　（免疫荧光 ×
４０）　ａ：ＮＦｓ；ｂ：ＣＡＦｓ
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图３　Ｗｅｓｔｅｍｂｌｏｔ检测鼻咽炎组织中 ＮＦｓ与鼻咽癌组织中
的ＣＡＦｓ表达情况

２．４　鼻咽癌ＣＡＦｓ增殖能力
我们将稳定传代５代后的细胞，消化后铺板，每

组重复３个复孔，分别在２４、４８、７２ｈ后加入 ＣＣＫ８
试剂孵育３ｈ后用酶标仪检测检测在４５０ｎｍ波长
处侧吸收值（ＯＤ值），每组检测结果如表１所示。

根据检测结果绘制生长曲线如图 ４所示，与
ＮＦｓ相比，ＣＡＦｓ的增殖速度明显加快，增殖能力明
显增加。

·９７５·
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表１　ＣＣＫ８实验检测结果　（珋ｘ±ｓ）

时间（ｈ） ＮＦｓ１ ＮＦｓ２ ＮＦｓ３ ＣＡＦｓ１ ＣＡＦｓ２ ＣＡＦｓ３
２４ ０．２１４±０．００４ ０．２３２±０．０１１ ０．１８４±０．０１０ ０．３６５±０．００２ ０．２７３±０．０１５ ０．２７６±０．０１５
４８ １．１３５±０．０１８ ０．９３１±０．０１０ １．０３０±０．０４５ １．４２９±０．０４５ １．２９１±０．００４ １．３３４±０．０２６
７２ １．６２５±０．０２３ １．４５４±０．０５３ １．５１０±０．０８８ ２．０６±０．０１７ １．９４４±０．０３３ ２．０３４±０．０５７
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图４　ＮＦｓ与ＣＡＦｓ的增殖能力曲线图

３　讨论

研究显示在ＴＥＭ中 ＣＡＦｓ促进肿瘤生长、转移
的观点已经被广大研究者认同［９］。由于不同肿瘤

来源的ＣＡＦｓ存在高度异质性，其在 ＴＥＭ中的作用
和分子机制仍然存在着很多未知的领域，尤其ＣＡＦｓ
在肿瘤免疫治疗方面，近年研究证实 ＣＡＦｓ是抗肿
瘤免疫反应的重要调节因子，因此原代分离、纯化和

鉴定不同肿瘤特异的ＣＡＦｓ可为后续研究提供材料
依据［１０１１］。近年研究报道中尚无鼻咽癌 ＣＡＦｓ原代
培养、鉴定的报道，本研究参照国内外报道的 ＣＡＦｓ
原代酶消化分离方法并结合３Ｄ培养，成功分离培
养并鉴定了高纯度的鼻咽癌ＣＡＦｓ。

近年，研究报道的原代分离 ＣＡＦｓ的方法主要
是组织块贴壁法和酶消化法。其中组织块贴壁法虽

然简单易行，但也存在如周期长、纯度差和效率低等

缺点。酶消化法则周期短，重复性好等优点，但由于

肿瘤组织经酶消化后是多种细胞的混合体，所以在

培养纯度上存在很大问题［１２］。本研究将组织经酶

消化后，结合 Ｍａｔｒｉｇｅｌ混合通过３Ｄ球培养，利用成
纤维细胞贴壁生长的特性，在培养过程中简单快速

将成纤维细胞与其他细胞分离，且能保证细胞活性。

原代细胞体外培养，最重要的就是保持细胞的

生物学特性，我们通过此法可以得到高纯度的成纤

维细胞，且经过多次传代后再通过形态学观察、细胞

免疫荧光染色，ＱＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术等对成
纤维细胞的特异蛋白标志物进行检测，对分离的成

纤维细胞进行了定性研究。结果发现，鼻咽癌ＣＡＦｓ
与ＮＦｓ相比，在细胞形态，蛋白标志物和生物学特
性等方面存在差异。本研究发现鼻咽癌 ＣＡＦｓ细胞
较大，梭形，胞浆丰富，边缘不规则形成毛刺状突起，

细胞间排列不规则；特异蛋白标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ａ
ＳＭＡ的表达呈阳性，据此我们对鼻咽癌 ＣＡＦｓ进行
了鉴定。以上结果与胃癌、肝癌等肿瘤体外分离培

养的ＣＡＦｓ与ＮＦｓ的表型特性相似，证实我们的方
法和鉴定结果是可靠可行的［１３１４］。

最后，我们对成纤维细胞生物学功能进行了初

步鉴定，ＣＣＫ８检测实验结果发现相对于 ＮＦｓ、ＣＡＦｓ
的增殖能力更强，这也证实在鼻咽癌肿瘤微环境中

间质细胞ＣＡＦｓ处于激活状态，从而可能在鼻咽癌
的发生、发展和转移中发挥了重要作用。

综上所述，本研究成功分离、纯化并鉴定了鼻咽

癌ＣＡＦｓ，有望进一步结合临床治疗研究、ＣＡＦｓ基因
遗传命运图谱和单细胞测序等先进生物技术手段，

阐明ＣＡＦｓ在鼻咽癌发病机制中的生物学作用和抗
肿瘤免疫治疗方面提供了新的材料研究基础。
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·消息·

远程投稿、查稿系统启事

　　本刊采用远程稿件采编系统进行投稿、查稿等，现就有关问题说明如下。
１．作者投稿：登陆在线投稿系统（中文版），按操作提示投稿。第一次需先注册，原则上不再受理邮寄稿

件和Ｅｍａｉｌ稿件。
２．稿件查询：使用作者注册用户名和密码，可查询作者稿件审理进程和费用信息等。
３．有关投稿要求，请登陆本刊网站浏览。本刊唯一指定官方网站为：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｙｏｓｂｓ．ｃｏｍ

·１８５·




